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have  been developed within  analytical  chemistry. This  has  led  to  the defence  of  14 
doctoral thesis and numerous scientific publications [1]. 
 
  A  few  years  ago,  our  group  began  the  development  and  application  of 
calibration methods for data matrices (second‐order data), which allow any analyte to 
be  quantified  or  qualified,  even  in  the  presence  of  unknown  and  uncalibrated 
interferents [2]. To do so, requires the establishment of a calibration model made up of 
standards  in which  the value of  the property  to be determined  is known. One of  the 
chemometric tools that enable researchers to work with data matrices are the so‐called 
resolution  methods.  In  our  group,  these  methods  have  been  applied  to 
chromatography data [3] and to near infrared data [4]. 
 
  Another way  to generate  second‐order data  (evolving  systems)  is  sequential 
injection  analysis  (SIA)  [5]  with  a  multivariate  detector,  e.g.  diode‐array 
spectrophotometric detector.  SIA was  introduced  by  Jaromir Ruzicka  in  1990  in  the 
laboratories of the Centre for Process Analytical Chemistry (CPAC) at the University of 
Washington  (Seattle).  Our  group  has  experience  in  generating  and  treating 
multivariate data using sequential injection analysis [6]. 
 
  One  interesting  field  of  application  for  these  methods  is  the  analysis  of 
pharmaceuticals—for example, to control the quality of the pharmaceutical itself and, 
in  clinical  analysis,  to  study  the  effects  and  evolution  of  the  pharmaceutical  in  the 











  The  objective  of  this  thesis  is  to  study  and  develop  analytical methods  to 
determine  amoxicillin  and  clavulanic  acid  using  sequential  injection  analysis  (SIA) 
with a diode‐array spectrophotometric detector  to obtain second‐order data. To  treat 















2. Develop  analytical  methods  to  determine  amoxicillin  in  the  presence  of 


















• Chapter  1.  Introduction  and  objectives.  This  chapter  contains  the  introduction, 
objectives and structure of the thesis. 
 
• Chapter  2. Theoretical  backgrounds. This  chapter  contains  a  brief description  of  the 
theoretical backgrounds  that have been used during  this  thesis. Section 2.1 discusses 
the  characteristics  and  properties  of  amoxicillin  and  clavulanic  acid.  Section  2.2 
describes  the  instrumental  and  the  process  that  takes  place when  the  reagents  and 
sample  are  introduced  to  the  system.  Section  2.3  introduces  the  chemometric  tools 
used  in  the  treatment  of  the  signal  (PCA, EFA,  SIMPLISMA, ALS,  etc.).  Section  2.4 
introduces the experimental designs used in the thesis. These are the Plackett‐Burman 
design, full and fractional factorial designs, central composite design and the simplex 
approach.  Due  to  ours  multiresponse  system,  desirability  function  was  explained. 
Section 2.5 contains the references for this chapter. 
 






least  squares.  Determination  of  amoxicillin  and  clavulanic  acid.  Section  3.1  justifies  the 
experiments  carried out  for  this  thesis  and presents  the papers  resulting  from  these 
experiments.  Section  3.2  is  a  paper  in which we  explored  the  possible  interferents 
present with  amoxicillin  in  several  pharmaceuticals.  Section  3.3  analyses  a  series  of 
parameters in order to optimise the second‐order calibration step. Section 3.4 describes 
the simultaneous determination of clavulanic acid and amoxicillin. Finally, section 3.5 





• Chapter  4.  Optimisation  of  analytical  sequence  using  experimental  designs.  Response 
surface and simplex approach. This chapter comprises two papers. Section 4.1 contains a 
brief introduction and justification of the experimental work. In section 4.2, the factors 
and  responses  of  interest  for  the  determination  of  amoxicillin  are  defined  and  the 
response  surface  method  is  then  applied  in  order  to  find  the  optimum  analytical 
sequence.  In  section  4.3,  after  a  screening  step, we  apply  the  simplex  approach  to 
optimise  the  analytical  sequence  for  determining  amoxicillin  and  clavulanic  acid 
simultaneously. 
 
• Chapter  5. This  chapter  contains  the  conclusions of  the  thesis. The  advantages  and 































































































funguses  and  protozoon  in  living  organisms.  Since  their  discovery  in  the  1930s, 
antibiotics  have  made  it  possible  to  cure  diseases  caused  by  bacteria  such  as 





















  One  of  the  most  important  penicillins  is  amoxicillin  (α‐amino‐4‐
hidroxibenzilpenicilin), whose chemical structure is shown in Figure 1. Amoxicillin is a 


























  Clavulanic  acid,  (Z)‐(2R,5R)‐3‐(2‐hydroxyethylidene)‐7‐oxo‐4‐oxa‐1‐azabicyclo 
[3.2.0]‐heptane‐2‐carboxylate, whose  structure  is  shown  in Figure  2,  contains  a beta‐
lactams ring linked to an oxazolidine ring instead of the thiazolidine ring found in all 
penicillins. Clavulanic acid  is  freely  soluble  in water but not very  stable  in aqueous 
solution. Its stability is optimal at a pH of 6.0 to 6.3 and it is also soluble in methanol. 
Clavulanic  is  a white  powder  produced  from  streptomyces  clavuligerus.  It  possesses 

























  We have  reviewed  the  literature on amoxicillin and  the various methods  for 













• In  the  second  field  (pharmaceuticals),  the methods  are more  varied.  These 




so  that  they do not  interfere  [22], or,  if  interferents are present, a previous  chemical 
reaction  is provoked  in order  to obtain selectivity  [23]. The  first and second derivate 





published  that  incorporate other  techniques  such  as polarography  [24],  fluorescence 
spectroscopy [25] and HPLC [26‐28]. 
 
  Clavulanic  acid  has  been  determined  by  derivatization  using 
chemiluminescence  and UV‐VIS detection  respectively  [29,  30].  In most  cases  it  has 







  The  automation  of  analytical  processes  has  been  increasing  since  the  1970s. 
One  way  of  achieving  automation  is  using  a  flow  system  such  as  flow  injection 
analysis  (FIA)  [44,  45], which was  introduced  in  1975  by Ruzicka  and Hansen  [46]. 













  In 1990, Professor Ruzicka developed  the  second generation of  flow  systems 
known  as  sequential  injection  analysis  (SIA)  [50].  The  classic  configuration  of  a 





aspirate  the  reagent  and  sample  via  a valve  and push  them  towards  the detector;  a 
selection valve  (2), which  is used  to  select  the  reagents and  introduce  them  into  the 


























selects  the order of aspiration of  the  reagents. The syringe  then aspirates  the carrier, 
the  sample  and  the  reagents.  Next,  the  syringe  pushes  the  reagents  towards  the 
detector. When the reagents are aspirated and pushed towards the detector, a change 
in the flow direction takes places. Finally, the detector is activated and provided with 
information  about  the  number  of measurements  and  the  range  of wavelength,  etc. 
Once the sample has passed through the detector, it is expelled as waste. 
 
  During a process of sequential  injection,  the reagents and samples are mixed 
via a phenomenon of dispersion. A scheme of this process is shown in Figure 4. In the 
first two steps the reagent and sample are introduced into the system (yellow and blue 
respectively)  and  the  dispersion  between  the  reagent  and  sample  are  considered 











  The  type  of  data  obtained  from  SIA  (zero‐order  data,  first‐order  data  or 
second‐order data) depends  on  the  type  of detector used  and whether  the  reagents 
have  interacted totally or partially before passing through the detector. If the reagent 
has interacted totally, the analyte (blue) will be converted into green colour, which is 
the  reaction product. However,  if  the  reagent has  interacted partially,  the  following 
areas will be observed as it passes through the detector: the analyte that did not react 
(blue),  a  mixture  of  green  and  blue  colour,  and  a  reaction  product  (green).  This 
characteristic, together with the versatility of the system in coupling to different types 

















and  used  it  to  automatize  analytical methods—for  example,  for  determining  total 
nitrogen  and  ammonia  in  fermentation  processes  [55];  for  determining  hydrogen 
peroxide and glucose using luminescence detection [56], and for separating phases for 
the preparation of samples [57]. More recently, a micro‐sequential injection system (µ‐
SI) has been produced  to  reduce waste and  the consumption of  reagents. This novel 
concept  in micro‐flow  analysis has  led  to  the development of  a  lab‐on‐valve  system 
(LOV)  [58]. These  techniques have  been  explored  for  their usefulness  in  biomedical 





affect results  [69] and  the use of  the sample as carrier  [70]. More recent studies have 
focused on the application of multisyringe flow injection analysis (MSFIA) [71‐73]. This 
technique  has  largely  been  applied  to  environmental  samples  in,  for  example,  the 
analysis  of  stable  and  radioactive  yttrium  [74],  the  determination  and  speciation 
analysis of  iron  [75‐77],  the determination of sulphide  [78], and  the determination of 
orthophosphate in waters [79]. This technique was coupled with other techniques such 
as  chemiluminescence detection  [80],  solid‐phase  reflectometry  [81] and  fluorescence 
detection [82]. 
 
  Van  Staden  et  al.  have  published  papers describing  the  SIA method  [83]  in 
which they discuss the computer programs needed to control the various components 




determining  enantiomers using  amperometric detection  [85,  86],  chemical  speciation 
[87, 88] and  the determination of metals  such as: bromate  [89],  iodide  [90] and Pb2+, 
Cu2+, Zn2+, Co2+, Cd2+, Fe2+ and Hg3+ [91]. Other applications have been applied  in  the 










to  resolve  a  data matrix  to  obtain  the  concentration  and  spectra  profiles  of  every 
important component that provides information to the system. 
 
  Applying MCR‐ALS  involves using various  chemometric  tools. From  a data 
matrix, in a first step, we apply principal component analysis (PCA) to determine how 
many  significant  principal  components  or  sources  of  variation  are  present  in  the 
system.  In  a  second  step, we  find  an  initial  estimation,  of  either  the  concentration 
profiles or  the spectra profiles,  from  the number of significant principal components 
previously  found. This  initial estimation can be made using chemometric  techniques 
based on principal components analysis e.g. evolving factor analysis (EFA) or by other 






quantify  the  species  (quantification  analysis)  or  identify  the  species  (qualification 





































  The main  aim  of  principal  components  analysis  [108,  109]  is  to  express  the 







    R=Q∙PT               (1) 
 
where  PT  is  a  data  matrix  of  eigenvectors  known  as  loading,  which  provides 
information  about  the  importance  of  the  variables  in  each  of  the  new  variables 










system.  Most  of  the  eigenvectors  basically  contain  information  about  the  noise 
associated  with  the  experimental  measurements,  which  are  also  a  part  of  the 
experimental  signal.  The  importance  of  the  information  from  each  eigenvector  is 
indicated by the size of the eigenvalues. Noise is the component that predominates in 
the eigenvectors, whose eigenvalues will be low because noise contributes very little to 
the variation of  the data. Excluding  some  eigenvectors does not make  it difficult  to 


































the  appearance  of  the  different  principal  components  throughout  the  experiment. 
Backward  analysis  provides  information  about  the disappearance  of  these  principal 
components. 
 
  Once  the  number  of  principal  components  for  the  forward  and  backward 
analyses has been calculated, a graph such as that in Figure 7 can be obtained. In this 
graph,  only  the  values  of  eigenvalues  logarithm  higher  than  a  prefixed  value were 
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Figure  7.‐ Reconstructed  concentration profiles  from 
the combination of forward and backward analyses. 
 
  This  graph  shows  the  result  of  a data matrix with  two  significant  principal 























sp                (2) 
 
where  sn  is  the standard deviation of  the column n, x is  the average of  the column n 
and δ is a correction factor that is added in order to avoid columns with a low average 













be proportional  to  the  independence between  the pure variables  found  and  the  nth 




















 wp             (4) 
 
  The  algorithm  selects  the maximum  value  of  pi, which  corresponds  to  the 
variable of greatest purity, and so on until all the pure variables are found. 
 
  With  the  purest  variables,  the  columns  (purest  spectra)  are  obtained.  These 






  The  aim  of  alternating  least  squares  [118]  (ALS)  is,  from  an  initial  estimate 
using  EFA  or  SIMPLISMA,  to  obtain  a  result  with  chemical  significance  that 
corresponds satisfactorily to the experimental behaviour observed. ALS allows several 
constraints to be imposed [119], based on our knowledge of the inner structure of the 







a) From  the  estimation  of  concentration  profiles,  the  spectra  profiles  are 
obtained from the least squares resolution according to equation 5 below:  
 
    ST = C+ R*              (5) 
 
where C+  is  the  pseudoinverse matrix  (C+=(CT∙C)‐1∙C)  of C  obtained  from  the  initial 




significant  principal  components  selected  in  the  principal  component  analysis with 
noise removed. ST is the matrix of pure spectra calculated by least squares.  
 
b) A  new  estimate  of  the  concentration  profile  is  then  obtained,  from  the 
spectra profile of the previous step, by least squares from equation 6. 
 








  With  this  method,  we  use  an  initial  estimate  of  the  concentration  profile 
obtained by evolving factor analysis. If, on the other hand, we use an initial estimate of 






























  An  augmented  data matrix  is  an  arrangement  of  various matrices  obtained 
from different experiments. Several  types of augmented data matrices can be used: a 
column‐wise augmented data matrix (a), a row‐wise augmented data matrix (b), or a 




































results  than  the  analysis of  individual matrices because  the  individual  experimental 
response of the common components is obliged to be the same for all data matrices. In 





  A problem when using MCR‐ALS  is  rank deficiency. Rank deficiency occurs 







  One  advantage  of  using  methods  with  multivariate  curve  resolution  with 
alternating least squares is that they do not need any prior physical or chemical model 
postulation  as  in  the  case  of  hard‐modelling.  However,  they  have  an  intrinsic 
disadvantage in that there are multiple solutions to this equation (R=C∙ST). When there 
is no selectivity for any of the species, we cannot totally guarantee that the calculated 






















  c)  Closure.  This  constraint  is  used  for  systems  for  which  the  sum  of  the 
concentrations of all the species involved in the reaction or the sum of some of them is 
forced  to  be  constant  at  each  stage  of  the  reaction. Closure may  be  a mass  balance 
constraint.  
 
  d)  Selectivity. This  constraint  is used when  there  are  areas  in which  there  is 
total  selectivity  for  each  chemical  species.  It  is  the  same  as  restricting  the 
concentrations or spectra signals of the other components to zero.  
 
  e) Constraint  related  to  the  correspondence  of  species  (components). These  are 













  One  of  the  critical  steps  in  the  resolution  process  is  to  choose  the  correct 
number  of  principal  components.  One  way  to  determine  whether  the  estimate  of 






















the  matrix  reconstructed  from  the  principal  components  selected  in  the  principal 
components analysis (PCA), and  d̂ ij are the corresponding values calculated after the 









the model explains the experimental data. If  it does not,  it may contain an  important 
component that has not yet been considered. 
 
  When pure  analyte  is  available,  another way  to  check whether  the model  is 
well fit  is to determine the correlation between the spectra obtained  in the resolution 











  These  techniques  have  been  used  to  analyse  transition  conformations  in 
nucleic acid [124], its thermodynamic [125] and its synthesis [126]. They have also been 
















  Our  group  has  been  working  on  second‐order  data  applied  to 







  Experimental  design,  also  called  design  of  experiments  (DOE),  involves 
planning  experiments  systematically  in  order  to  extract  the  maximum  efficient 
information with the least number of experiments possible using statistical tools [148, 
149]. Experimental design  helps  the  experimenter  to  select  an  optimal  experimental 
strategy to achieve the proposed objectives. This includes: 
 
• The  determination  of  the  influence  of  the  factors which,  a  priori,  have  been 
selected as significant in the chemistry process using screening design. 
 
• Optimisation  of  a  response  by  mean  of  modelling  the  response  in  an 





  The  conclusions obtained after applying an experimental design  can only be 
generalised  in  the  domain  of  interest.  These  conclusions  usually  refer  to  a  single 








  A  full  factorial design  is an experimental set‐up consisting of all  the possible 
combinations between the different factors and their levels. The set of all experiments 
with codified factor values is the design matrix. In general, a design in which k factors 
are  studied  at m  levels  contains mk different  experiments. Of  all  these  experimental 
design, full factorial design at two levels is the one that is most used. 
 




















response,  can  also  be  calculated.  The  columns  of  the  design matrix  are  orthogonal, 
which means  that  they  allow  uncorrelated  estimates  of  the  effects  of  the  different 
factors and interactions.  
 












  The  practical  set‐up  of  a  fractional  factorial  design  2k‐q  is  via  a  full  factorial 
design  for  k‐q  factors, where  k  is  the  number  of  factors  and  q  is  the  number  that 
indicates the reduction (a half, a quarter, etc.). For example, for a 24‐1 fractional factorial 
design, a  full  factorial design  for 4‐1=3  factors  (A, B and C)  is  first  constructed. The 
fourth  factor,  e.g.  factor  D,  is  assigned  to  one  of  the  interactions  (i.e.  ABC).  The 

































  The  design  matrix  is  obtained  from  a  given  first  line  describing  the  first 





  The next  experiences  are obtained by a  cyclical permutation of  this  line:  the 
sign for the last factor of the first row becomes the sign for the first factor of the second 
















































  Response  surfaces  are  used  to  build  a  mathematical  model  for  the 
experimental  response  as  a  function of  the  factors values. The  type of  experimental 
design  could be  related  to  the  type of  function we wish  to model  (linear, quadratic, 
etc.).  Normally,  the  type  of  function  that  related  the  response  to  the  factors  is 
unknown, but we know it can be modelled by a polynomial function. 
 
  Typical polynomial  functions are given below  for  two  factors, x1 and x2, and 
the single response y: 
 
    y = bo + b1x1 + b2x2            (a) 
    y = bo + b1x1 + b2x2 + b12x1x2           (b)
    y = bo + b1x1 + b2x2 + b12x1x2 + b11x12 + b22x22        (c)





the  response  to  the  variations  in  the  corresponding  factors  (equivalent  to  the main 
effects  discussed  earlier),  cross‐product  coefficients  (b12), which  are measures  of  the 




(i) begin with  the simplest model and obtain  its coefficients;  (ii) check  the validity of 
the model and,  if  it  is valid,  end  the process;  (iii)  if  the model  is not valid,  conduct 









  This  design  contains  three  parts:  a  full  factorial  design  2k,  where  k  is  the 
number of factors, a number of centre experiments and a number of star experiments 
with  a  pre‐determined  axial  distance.  The  centre  points  are  often  replicated, which 












number  of  experiments  increases  rapidly  as  the  number  of  factors  increases. Only 
continuous factors can be studied. 
 


















more  than  the number of  the  factors considered  in  the optimisation. This means  that 









Vertex Factor x1 Factor x2 Factor x3 Factor K
1 c1 c2 c3 ∙ ck
2 c1 + p1 c2 + q2 c3 + q3 ∙ ck + qk
3 c1 + q1 c2 + p2 c3 + q3 ∙ ck + qk
4 c1 + q1 c2 + q2 c3 + p3 ∙ ck + qk
∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙
∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙





























11 k  ∙ s  q ii             (11) 
 
where k  is  the number of factors. Once  the results of  the experiments with  the  initial 
simplex are obtained,  some  rules are applied  to  establish  the next  experiment  [151]. 







• the  step  size,  because  if  the  step  size  is  too  small,  a  large  number  of 
experiments will  have  to  be  executed  before  the  optimum  is  reached. On  the  other 
hand, when the step size is too large, the optimum can be exceeded in one movement. 
In  this  case,  we  could  start  a  new  simplex  with  a  smaller  step  size  around  this 
optimum. Another way to avoid this problem is to use the modified simplex [152, 153].  
 
  Optimisation  methods  such  as  simplex  are  easy  and  can  obtain  good 
responses. However, they also have a number of disadvantages. For example, simplex 
can only be used  to optimise  continuous  factors and not  for discrete ones. Also,  the 











due  to  the  ever‐increasing  capacity  to measure more  parameters  in  any  process  or 
product.  
 
  When  several  responses  are  evaluated by  experimental design,  it  is unlikely 
that the coordinates of the optimum points obtained individually will always coincide. 
In  this situation  it  is necessary  to  look  for a compromise so  that all  the experimental 
responses will  satisfy  the  specifications  or  restrictions  imposed by  the  researcher  in 
order to meet his or her objectives. The oldest procedure is to resolve the problem by 
superimposing the individual results. Obviously, this method is limited by the number 
of  factors  and  responses. When  there  are multiple  responses  to  evaluate,  an overall 
desirability function is suitable [154].  
 
  The  form of  the desirability  function was originally proposed by Harrington 
(1965)  [155].  The  basic  idea  of  the  desirability  function  approach  is  to  transform  a 
multiresponse  problem  into  a  single  response  problem  by means  of mathematical 
transformations. The procedure calls for introducing for each response Yj = 1,2,...,m, a 
individual desirability function dj(Yj) with a range of values between 0.0 and 1.0. Once 
this  function  is defined  for  each  of  the m  responses  of  interest,  an  overall  objective 
function  (the  total  desirability)  is  defined  as  the  geometric mean  of  the  individual 
desirabilities: 
 
    n pnn
pp d ∙∙∙∙∙∙ x d x dD 21 21=           (12) 
 
















  Simplex  also  has  been  applied  to  sequential  injection  analysis  (SIA)  to 
determine  salbutamol  [162],  antibacterial  drug  trimethoprim  [163],  sulphonamides 
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3. Sequential injection analysis and multivariate
curve resolution with alternating least squares.




















































  This  chapter  includes,  in  four papers,  the experimentation and methodology 
for determining  amoxicillin  and  clavulanic  acid  in pharmaceuticals using  sequential 
injection analysis (SIA) and multivariate curve resolution with alternating least squares 
(MCR‐ALS).  We  also  studied  the  different  parameters  related  to  the  analytical 
sequence and  the  chemometrics  tools applied. We have used  the  conclusions drawn 
from these papers to expand the objectives proposed and establish different analytical 




sequential  injection  analysis  (SIA).  Evaluation  of  the  presence  of  interferents  using 
multivariate  curve  resolution  (MCR)”,  the pharmaceuticals were classified according  to 
their selective zones.  In a first step,  the experimental work was conducted  to  find an 
analytical  sequence  that  enabled  the  acid  and  basic  species  of  amoxicillin  to  be 
obtained  sequentially.  The  factors  taken  into  account were:  the  volume  of  sodium 
hydroxide,  flow,  the  concentration  of  sodium  hydroxide  and  the  volume  of 
amoxicillin. We studied different conditions  related  to  the MCR‐ALS process.  In  this 
study,  we  established  an  analytical  sequence  to  obtain  a  good  resolution  of  the 






univariate  calibration.  The  determination  of  amoxicillin  was  carried  out  in  those 
pharmaceuticals  that contained no  interferents  (Mundogen, Eupen and Ardine). This 
method is useful for observing the presence or otherwise of interferents. 
 
  In  the  second  paper,  entitled  “Determination  of  amoxicillin  in  pharmaceuticals 




amoxicillin  in  the  pharmaceuticals with  interferents  or without  selective  zones was 
determined.  This method  involved  studying  second‐order  calibration.  Because  they 
can  affect  the  results,  in  an  earlier  step  in  the  calibration  process  we  studied  the 






  In  the  third  paper,  “Sequential  injection  analysis  (SIA)  for  the  simultaneous 
determination  of  clavulanic  acid  and  amoxicillin  in  pharmaceuticals  using  second‐order 
calibration”, we propose the simultaneous determination of amoxicillin and clavulanic 
acid.  Due  to  the  similarity  of  the  acid‐base  characteristics  and  spectra  of  these 
compounds,  the existence of  rank‐deficiency was  favoured and  the determination of 




  In  the  fourth paper,  entitled “Sequential  injection  analysis  linked  to multivariate 
curve  resolution  with  alternating  least  squares”,  we  describe  the  state  of  the  art  of 
sequential  injection analysis  (SIA) and multivariate curve  resolution with alternating 
least  squares  (MCR‐ALS)  by  reviewing  the  bibliography  since  2004. We discuss  the 





























































  In  this  study,  we  report  a  method  for  determining  amoxicillin  in 
pharmaceuticals  using  sequential  injection  analysis  (SIA)  with  a  diode‐array 
spectrophotometric detector. Before determining  the amoxicillin, we use multivariate 
curve resolution with alternating least squares (MCR‐ALS) to investigate whether any 




(SIMPLISMA)  and MCR‐ALS.  In  this way we  obtain  the  concentration  profiles  and 
spectra of the species in the sample. 
 
  We  studied  six  pharmaceuticals  containing  amoxicillin.  Two  of  these 
pharmaceuticals contained no interferents, one contained an interferent but amoxicillin 
had  a  selective  spectral  area  with  respect  to  it,  and  the  other  three  contained 
interferents. For  the  first  three samples, we set up a system of univariate calibration, 












The  advantages  of  flow  systems  are  a  high  frequency  of  analysis  and  a  low 
consumption of reagents.  
 
  Amoxicillin,  whose  structure  is  shown  in  Figure  1,  is  a  wide‐spectrum 


















  Amoxicillin  is  determined  in  two  fields:  living  organisms  (humans  and 
animals)  [2‐5]  and  pharmaceuticals  [6‐9].  For  the  first  field,  all methods  include  a 
preconcentration step and HPLC, which allows the quantification of amoxicillin in the 
presence  of  other  components.  In  the  second  field,  the  available methods  are more 
varied  and  do  not  include  a  preconcentration  step,  since  the  concentration  of 
amoxicillin  in  pharmaceuticals  is  higher.  The  most  common  technique  is 
spectrophotometry with  univariate  calibrations.  For  this  reason  other  authors  have 









curve  resolution  methods  are  often  used  to  resolve  the  components  in  unknown 
mixtures [12]. They can be used when second order data are obtained, i.e. one matrix 




the  coil using  a  selector valve. Amoxicillin  is  a polyprotic  species,  so  if  the  reagent 
introduced  is NaOH,  a  pH  gradient  is  generated  in  the  interdiffusion  process  that 
carries the reagents through the channel to the detector. In this way, when the sample 
reaches  the detector, all  the  spectra are  recorded at  regular  intervals during  the SIA 
peak  evolution,  so  spectra  at  different  pH  [15]  are  recorded.  Figures  2a  and  2b 
illustrate  this process. At  time zero  (Figure 2a), we assume  that  the sample, reagents 
and carrier have not mixed. After a certain time (Figure 2b), when the sample reaches 
the detector,  interdiffusion of  the carrier with NaOH and of NaOH with amoxicillin 
takes place,  in  such  a way  that  the most  acid  species  appears  first,  followed by  the 
mixture of this species with its conjugate base. And so on if there are more species with 
differentiated spectra. Interferents with acid‐base characteristics would experience the 
same process.  Interferents  that do not have  these characteristics would have  just one 
profile of concentrations. 
 
+ + + + + + + + + + + + +-+-+-+-+-+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - --*-*-*-*-*-*-* * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + +-+-+-+-+-+-+-+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -*-*-*-*-*-*-*-* * * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + +-+-+-+-+-+-+-+-+ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - *-*-*-*-*-*-*-*-*-* * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + +-+-+-+-+-+-+-+-+-+- - - - - - - - - - - - - - - - - - - *-*-*-*-*-*-*-*-*-*-* * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + +-+-+-+-+-+-+-+-+- - - - - - - - - - - - - - - - - - - -*-*-*-*-*-*-*-*-*-* * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + +-+-+-+-+-+-+-+- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - *-*-*-*-*-*-*-* * * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + + +-+-+-+-+-+-+- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -*-*-*-*-*-* * * * * * * * * * * * * * 




+ + + + + + + + + + + + + + +- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -* * * * * * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + + + + + +- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * * * * * * * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + + + + + +- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * * * * * * * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + + + + + +- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * * * * * * * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + + + + + +- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * * * * * * * * * * * * * * * * *
+ + + + + + + + + + + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * * * * * * * * * * * * * * * * * 
+ + + + + + + + + + + + + + - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - * * * * * * * * * * * * * * * * *





Figure  2.‐  Scheme  of  the  process  for  mixing  sample, 
reagent  and  carrier  in  the  channel  of  an  SIA  system. A) 






a profile  in each order (mode) of  the data matrix  is recovered for each component  in 
the mixture.  In  this  study,  we  recovered  different  profiles  of  concentration  of  the 
species over time and the spectra of each species. With these profiles of concentration 
and spectra, we determined whether  there were any selective areas,  i.e. areas where 
there  was  no  appreciable  response  in  the  profile  of  concentrations,  or  where  the 








  We prepared amoxicillin and  sodium hydroxide  stock  standard  solutions by 
weighing  the required amount of  the respective compounds  (amoxicillin  from Sigma 




(500  mg  of  amoxicillin  per  packet)  from  SmithKline  Beecham,  S.A.;  Eupen  (1g  of 
amoxicillin per packet) from J. Uriach, S.A; Ardine (1g of amoxicillin per packet) from 
Antibioticos Farma, S.A; Flubiotic (500 mg of amoxicillin per packet) from Pharmazam; 












HP8452A  diode‐array  spectrophotometer  controlled  by  an  HP  Vectra  5/75  computer 



















  HP89531A  software  was  used  to  record  and  store  the  spectra.  Customized 
software was  used  to  control  the  SIA.  All  calculations  relating  to multivariate  curve 
resolution with alternating  least  squares  (MCR‐ALS) were performed with  laboratory‐








  For  each  sample  analysed  one  matrix  R(mxn)  made  up  of  m  rows  and  n 
columns is obtained. Each row m is made up of the spectrum at time m. Each column n 





    R = CST+E              (1) 
 
where matrix  C(mxa)  is  the  concentration matrix  describing  the  evolution  of  the  a 
chemical  components  during  the  experiment;  matrix  ST(axn)  is  the  spectroscopic 
matrix describing the pure individual spectra of these components; and E(mxn) is the 










  Equation  1  is  solved  iteratively  using  an  alternating  least  squares  (ALS) 
procedure based on the two following matrix equations: 
 
    C = R (ST) +              (2) 
and 




obtained by algorithms  such as SIMPLISMA, which  is described  in detail  elsewhere 









  Once we have determined  the pure variables  that represent all  the species  in 
the  system,  we  can  use  them  to  calculate  the  corresponding  pure  species  spectra 









  We  can  also  improve  the  resolution  by  applying  several  constraints  during 







the  correspondence  of  species  (components)  among  the  submatrices  in  the data  set. 
This is applicable when working with augmented matrices. 
 































first  two  species have  the  same  spectrum,  and  that  the  third  species, which we  call 
basic, appears when  the pH reaches 7.4. Therefore,  in  the 1‐13 pH range  there are at 
least two absorbent species of amoxicillin. Absorbance was linear with concentrations 
of  up  to  800  mg/l,  both  in  the  acid  zone  and  in  the  base  zone.  We  selected  a 
concentration  of  50 mg/l  as  the working  concentration  for  later  studies.  The water 
solution of amoxicillin remained stable for at least 21 days. 
 




















  The  aim  of  this  study  is  to  obtain  an  evolving  system. We will  do  this  by 







directly  influences  the  time  spent  in  the channel and,  therefore,  the  interdiffusion of 
NaOH and amoxicillin. The volume of amoxicillin affects  the number of  rows  in  the 
response matrix.  The  concentration  of NaOH  affects  the  size  of  the  change  in  pH. 
Finally, we studied the volume of NaOH. Although this was the least relevant variable, 
we wanted to make sure there was enough of it to ensure that the change in pH was 
always  upwards.  We  chose  the  range  of  values  in  accordance  with  operational 








Volume of NaOH 8 / 33 µl
Concentration of NaOH 0.01 / 0.5 M




  The  experiments  we  performed  with  amoxicillin,  which  correspond  to  a 
factorial design of 24, are shown in Table 2. We applied the curve resolution algorithms 
to the data matrix obtained from them. In experiments 4, 8 and 16 we only observed 
the base  species.  In  experiments 9 and 10 we only observed  the acid  species.  In  the 
other  experiments  we  observed  both  species,  and  these  coexisted  the  longest  in 
experiment 13. We selected  the conditions of  this experiment because  they  increased 
the pH in a suitable way. 
 
  First we used principal components analysis  (PCA)  to examine  the data and 










num. exp. Flow a [NaOH] b Volume  NaOH c Volume  Amox. d Result e
1 0.5 0.01 8 0.08 ac / bas
2 2 0.01 8 0.08 ac / bas
3 0.5 0.5 8 0.08 ac / bas
4 2 0.5 8 0.08 bas
5 0.5 0.01 33 0.08 ac / bas
6 2 0.01 33 0.08 ac / bas
7 0.5 0.5 33 0.08 ac / bas
8 2 0.5 33 0.08 bas
9 0.5 0.01 8 0.25 ac
10 2 0.01 8 0.25 ac
11 0.5 0.5 8 0.25 ac / bas
12 2 0.5 8 0.25 ac / bas
13 0.5 0.01 33 0.25 ac / bas
14 2 0.01 33 0.25 ac / bas
15 0.5 0.5 33 0.25 ac / bas
16 2 0.5 33 0.25 bas
 
 
  The system we studied may be rank‐deficient, due  to  the presence of species 




we  constructed  the  augmented matrices by  columns by  adding  the matrix obtained 
from analysing the amoxicillin pattern to the matrices of each pharmaceutical. We used 
SIMPLISMA to estimate  the pure spectra and applied  the ALS optimisation program 
with  the  following  restrictions: non‐negativity  for concentration profiles and spectra; 
unimodality  for  concentration  profiles;  and  a  small  binary  matrix  containing  the 
information about  the correspondence of species  (components)  in  the submatrices of 
the data set. 
   
  Our results  indicate  that  there were  two relevant components  for Eupen and 
Ardine, three for Mundogen, Flubiotic and Clamoxyl and four for Augmentine. With 
regard  to  composition,  all  the  indications  of  the  formulations  include,  as  well  as 





adding  one  more  component  to  those  already  evaluated.  The  spectrum  of  this 
component was the same as that of an existing one was established, so the number of 





  Figures 5‐7 show  the concentration profiles and spectra  for Ardine, Flubiotic 
and Augmentine,  respectively.  In  the  profile  of  concentrations, we  can  see  first  the 
profiles for the samples and then the profiles for the amoxicillin pattern. In the profiles 
of the spectra, we can see the profile of the acid species of amoxicillin (dashed line), the 
profile  of  the  basic  species  of  amoxicillin  (continuous  line)  and,  depending  on  the 
pharmaceutical, the spectra for the interferent or combination of the interferents. 
 
  In Figure 5, which shows  the data  for Ardine, we can only see  the signal  for 
amoxicillin  (profiles  of  concentration  and  spectra).  This  indicates  that,  for  this 
pharmaceutical,  no  interferent  produced  a  signal  in  the  area  in  which  we  were 
working. The situation with Eupen was the same. 
 
  In Figure 6, which  corresponds  to Flubiotic,  there  is a  third  component. The 
profile  of  concentrations  of  this  component  is  located  between  the  two  species  of 
amoxicillin. Its spectrum in the first wavelengths is superimposed on those of the first 
acid  species  and  the  base  species  of  amoxicillin.  In  the  case  of  Mundogen  and 
Clamoxyl, there is also a third species. The spectra of all the third species are different. 





























































































































































amoxicillin  in  the  pharmaceuticals  that  had  no  interferents  (Eupen, Ardine)  and  in 
Mundogen,  which  had  no  interferents  in  the  maximum  of  the  basic  species  of 
amoxicillin. With pharmaceuticals  that have no  interferents,  it does not matter  if  the 
amoxicillin is determined in its acid form or in its base form. As Mundogen has to be 
determined in base form, we used the conditions of experiment 4 in Table 2 because a 





















  Our  results  are  shown  in  Tables  3  and  4.  Table  3  shows  the  calibration 
characteristics  and  Table  4  shows  the  results  from  analyses  of  the  pharmaceuticals. 
Due  to  the  instability  of  amoxicillin,  the  amount  of  amoxicillin  added  to  the 
pharmaceuticals  is  generally  10%  higher  than  in  the  formulation.  This  is  to  ensure 
bacteriostatic  activity. This may  be  the  reason  for  the discrepancies  in Table  4. The 
standard deviation was obtained by analysing 6 samples  treated  independently  from 
the start. The variation coefficient ranges from 9 to 16%. Considering that the samples 
were analysed independently, we think the results are acceptable. We should point out 



























methods  can  then  be  applied  to  deduce  the  number  of  absorbent  species  and  their 
spectral characteristics. 
 
  If  no  interferents  are  observed,  or  if  the  analyte  has  selective  areas,  the 
determination  can  be  carried  out  using  univariate  calibration.  In  such  cases  the 
advantages  of  using  this  system  is  that  the  determination  is  fairly  automatic,  the 
frequency of analysis  is high and  the  consumption of  reagents  is  low. We used  this 
system to successfully determine amoxicillin in pharmaceuticals. 
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SIA  to generate a pH gradient and,  for  each  sample, obtain a data matrix. We used 





















  In  this  study,  we  present  a  method  for  determining  amoxicillin  in 








order  calibration methods have  been developed  for  extracting  chemical  information 
from each type of data.  
 




and  chemical  matrix  of  the  standard  samples  have  to  be  similar  to  those  of  the 






  In calibration methods,  the  level of mathematical complexity  increases as  the 
order  increases. At  the same  time,  the number of  instrumental configurations able  to 
provide one type of data or another decreases as the complexity of the data increases. 
 
By  using  a  suitable  analytical  sequence  and  acquiring  spectra  at  regular 








are UV‐visible  spectroscopy  and  univariate  calibration.  Before  these  techniques  are 
used, we must either check that there are no interferents or pretreat the signal in some 
way  to remove  its effects  [5‐8].  In a previous study  [3], we set up an SIA system  for 
acquiring second‐order data  to analyze amoxicillin‐containing pharmaceuticals. After 
using multivariate curve resolution with alternating least squares (MCR‐ALS) [9, 10] to 
chemometrically  treat  these  data, we  resolved  the  system  and  determined whether 
interferents were present in a number of medicines. 
 
  In  this  study,  we  have  designed  a  second‐order  calibration  method  to 
determine  amoxicillin  in  pharmaceuticals  that  contain  interferents.  To  set  up  this 
calibration, we studied several operational aspects that can influence the quality of the 
results e.g. the effects of various mathematical restrictions at the resolution stage, the 
signal provided by  the  acid or basic  species of  amoxicillin  (or both)  to  establish  the 
calibration, and  the concentration of  the reference standard. Finally, once  the process 








  We prepared amoxicillin and  sodium hydroxide  stock  standard  solutions by 
weighing  the required amount of  the respective compounds  (amoxicillin  from Sigma 
and  sodium hydroxide  from Prolabo) and dissolved  them  in purified water  (from a 
Milli‐Q water system from Millipore). The pure amoxicillin standards were as follows: 

















HP8452A  diode‐array  spectrophotometer  controlled  by  an  HP  Vectra  5/75  computer 















  The  analytical  process  involved  sequential  aspiration  of  the  carrier  (water), 
reagent (sodium hydroxide) and sample (standards of amoxicillin or pharmaceuticals). 
The  interdiffusion process  of  the  sample  and  reactants  lead  to  a  gradual  fall  in pH 
through  the channel  to  the detector. The amoxicillin  is a polyprotic species, so when 

















  HP89531A  software  was  used  to  record  and  store  the  spectra.  Customized 
software was used to control the SIA. 
 









  The  multivariate  curve  resolution  (MCR)  method  is  based  on  principal 
component  analysis  (PCA)  [11].  After  applying  evolving  factor  analysis  (EFA)  or 
simple‐to‐use  interactive  self‐modelling  mixture  analysis  (SIMPLISMA)  [12]  and 
constrained  alternating  least  squares  (ALS)  [13],  MCR  is  implemented  through 
MATLAB [9]. Details of the data treatment are described elsewhere [13, 14]. 
 
  With MCR‐ALS, we  can  simultaneously  study  several matrices,  if  these  are 







several matrices  is done  as with  the  individual matrices. The only difference  is  that 
more restrictions are applied. The advantage of working with augmented matrices  is 
that  rotational  ambiguity  is minimised,  i.e.  the number of different  results obtained 
from an augmented matrix is more restricted, and so the resolution is better. 
 
  One  of  the  advantages  of MCR  over  other  second‐order  techniques  such  as 
GRAM  [15]  is  that  it allows us  to work with data  in which  the  trilinearity  is not  so 
strict. It also allows us to impose several restrictions on the data in accordance with our 
knowledge of the system. Restrictions of non‐trilinearity or trilinearity can be imposed. 
If  restrictions  of  trilinearity  are  imposed,  we  can  also  impose  conditions  on  the 
synchronization and shape of some or all of the species. 
 



















            (1) 
 
where dij may be each of the elements of the raw data matrix or each of the elements of 
the  matrix  reconstructed  from  the  principal  components  selected  in  the  principal 
components analysis (PCA), and  d̂ ij are the corresponding values calculated after the 












































  The area of  the acid or basic species, or  the sum of  these areas, recovered by 









    ri = ai / arst              (2) 
 
where ri is the relative area and ai and arst are the areas of acid or basic species, or the 
sum of  the  two,  in  the  sample  i  and  in  a  reference  standard,  respectively. From  the 
values  of  ri  obtained  from  the  standards,  the  following  univariate  linear  relation  is 
established: 
 
    ri = b1∙ci + b0              (3) 
 
where  ci  is  cst/crst,  in which  cst  is  the  concentration  of  the  standards  and  crst  is  the 
concentration of the reference standard, and b1, b0 are the parameters of the regression 










































































































































all  of which were  of  amoxicillin, we  built  the  augmented matrices  and  studied  the 
effects  of  applying  the  following  conditions,  which  are  related  to  the  possible 
trilinearity of the data: (a) the data matrix is not trilinear; (b) the data matrix is trilinear 
and  its  shape  and  synchronization  are  similar  for  the  acid and basic  species;  (c)  the 
data matrix is trilinear but the acid and basic species are not synchronized; and (d) the 
data matrix  is trilinear and synchronized for acid species. In all cases, the constraints 
applied  at  this  stage were:  (i)  correspondence between  common  species  in different 
matrices;  and  (ii)  non‐negativity  for  concentration  profiles  and  spectra  and  (iii) 
unimodality for concentration profiles. 
 
  We had  two criteria  to determine which of  the  four conditions was  the most 
suitable for our data. The first one was the quality of the resolution, i.e. the degree of 
similarity between the spectra obtained in the resolution process and the spectra of the 
pure  species  (Figure  3).  The  second was  the  lack  of  fit, which was  obtained  as  a 
measurement of the performance of the model. 
 









percentage of  the explained variance  (r2) of  the resolution with each condition.  In all 

































































































































Figure  5.‐  Normalized  concentration  and  pure  spectra  recovered  by  multivariate  curve 
resolution of  the analysis of  the augmented data matrix  for amoxicillin.  (a) Non‐trilinear data 

















Option a  Option b  Option c  Option d 
Lofpca 0,77 3,9 2,63 1,67
Lofexp 3,56 5,232 4,3672 3,86
r2 99,88 99,72 99,81 99,85
 
 




(a).  These  results  suggest  that,  because  the  system  is  not  completely  trilinear,  the 
resolution  improves when  conditions  of  trilinearity  are not  imposed  on  the  system. 
The system may not be trilinear for several reasons. Firstly, the elution of the analyte 
may,  due  to  random  variations  in  the  analytical  process  (flow,  volumes,  etc.),  be 
slightly  different  from  one  analysis  to  another.  Secondly,  the  differences  in  the 
concentrations  of  the  standard  analyte  and  the  reference  standard  may,  for  two 
reasons, lead to differences in the profiles. One reason is that the velocity of diffusion 
increases  as  the  concentration  increases  and  produces  wider  peaks  (concentration 
profiles) in the more concentrated solutions. Another is that the time at which the basic 
species  appears  is  influenced  by  the  concentration  of  the  analyte.  In  all  subsequent 




of  the  acid  or  basic  species,  or  the  sum  of  the  two  species  (total  response  of  the 
analyte). Every standard was analysed twice. The results are shown in Table 2. We can 
see  that when  there  are difference  in  the  repetitions  (relative  concentrations of  0.33, 
0.83 and 1), the trends are opposite, i.e. when the area of the acid species increases, the 










Rel. conc.a Rel. ar. acidb Rel. ar. basicc Rel. Ar. totald
0,17 0,14 0,24 0,2
0,17 0,14 0,25 0,2
0,33 0,29 0,45 0,38
0,33 0,34 0,4 0,37
0,5 0,56 0,55 0,55
0,5 0,57 0,54 0,55
0,83 0,87 0,91 0,9
0,83 0,71 0,96 0,88
1 1 1 1













  To determine the calibration  lines  in accordance with equation (3), we had to 
resolve  the augmented matrices made up of each of  the  standard and one  reference 
standard  (any  one  of  the  standards), which  is  constant  in  all  cases. We  studied  the 




origin of zero because when  the  ratio of  concentration  is 1  (i.e. when  the  same data 
matrix is used for the standard and for the reference standard), the ratio of the areas is 







  Our  results  are  given  in  Table  3.  Our  response  and  concentration  work 





can  see  in  the  final column, all  the  lines except  those constructed with  the  reference 






Table  3.‐  Parameters  of  the  calibrations  in  function  of  the  concentration  of  the  reference 
standard. 
 
Conc. Ref a Ast /A rst
b Cst/C rst
c b1 b0 r2 Test T d 
10 1.00 ‐ 5.03 1.00 ‐ 6.00 0,824 0,227 0,998 NO 
20 0.53 ‐ 2.63 0.50 ‐ 3.00 0,863 0,127 0,998 NO 
30 0.36 ‐ 1.83 0.33 ‐ 2.00 0,889 0,091 0,998 SI
50 0.22 ‐ 1.12 0.20 ‐ 1.20 0,906 0,060 0,998 SI








  Table  4  shows  the  results  from  the  analyses  of  the  pharmaceuticals.  The 
standard deviation was obtained by analyzing 6 samples treated  independently from 
the beginning of the experiment. These results are similar to those of a previous study 























  The discrepancy between  the value  indicated  in  the pharmaceutical  and  the 
observed value may be due to the fact that, because amoxicillin is unstable, the amount 















method  requires  suitable  constraints  at  the  resolution  stage  for  the  problem  under 




























































































  In  this  study,  we  report  a  method  for  quantifying  clavulanic  acid  and 
amoxicillin simultaneously using sequential injection analysis (SIA) with a diode‐array 
spectrophotometric detector  and multivariate  curve  resolution with  alternating  least 
squares  (MCR‐ALS). Clavulanic  acid  and  amoxicillin  are  the main  agents of  several 




  We  optimised  the  experimental  parameters  so  that  the  analytical  sequence 
could distinguish  the  concentrations and  spectrum profiles of  the  species of  interest 
with optimum resolution quality. The quality of this resolution has been evaluated by 
the degree of similarity between the spectra obtained in the resolution process and the 











below  5%  for  amoxicillin  and  below  7%  for  clavulanic  acid.  These  results  are 
acceptable  because,  to  prevent  degradation  due  to  bacteriostatic  activity,  the 
concentration of the main reactant is usually higher.   
 






  A  derivative  of  penicillin,  amoxicillin  belongs  to  a  group  of  β‐lactam 
antibiotics.  It  is  often  dispensed  together  with  clavulanic  acid,  which  has  weak 
antibacterial properties but produces a  reduction of bacterial  resistance. As both are 
components  of widely  used  preparations  such  as  “Augmentine“  and  “Clavucid”,  it 
would  be very  interesting  to have  an  analysis method  to  simultaneously determine 
them  in only one  step. Several methods have been  reported  for analysing  these  two 
compounds simultaneously. Some authors, for example, have proposed determination 
by  ultraviolet  spectrometry  by  derivate  spectrophotometry  [1,  2].  Although  these 
methods present good  results,  they do not allow  to work with  the maximum signal. 
Consequently,  sensitivity  is  low  and  uncertainty  is  high. One way  of  getting  high 
sensitivity is shown in [3], where the authors propose the simultaneous determination 







the sample,  the determination was carried out using univariate calibration  [6] and  if 
interferents  were  observed,  the  determination  was  carried  out  using  second‐order 





















• Thirdly,  as  amoxicillin  is  the majority  species  and  as  the  sensitivity  of  the 























  To obtain  an  analytical  sequence with which  to visualise  all  the  species, we 
used an experimental design. We selected the optimal analytical sequence on the basis 





obtained  in  the  resolution process and  the  spectra of  the pure  species;  the  fit of  the 
model  to  the  experimental  data;  and  the  quantification  error,  measured  by  the 








  We prepared  amoxicillin,  clavulanic  acid,  sodium hydroxide  and  hydrochloric 
acid  stock  standard  solutions  by  weighing  the  required  amount  of  the  respective 
compounds (amoxicillin from Sigma and sodium hydroxide and hydrochloric acid 37% 
from Prolabo) and dissolved them  in purified water (from a Milli‐Q water system from 





















HP8452A  diode‐array  spectrophotometer  controlled  by  an  HP  Vectra  5/75  computer 
equipped with  an HP‐IB  IEEE  488  interface  for  communications;  a Hellma  178.711QS 
flow‐through cell.  
 
  The  spectra were  recorded  every  2  nm  in  the  220  to  340  nm  range, with  an 
integration time of 0.1s. every 0.7s. The sampling frequency achieved was 25 h‐1. 
 
  The analytical process, shown  in Figure 2,  involved sequential aspiration of  the 
carrier (water), first reagent, sample (standard of amoxicillin, standard of clavulanic acid 
















  HP89531A  software  was  used  to  record  and  store  the  spectra.  Customized 
software was used to control the SIA. 
 
  All  MCR‐ALS  calculations  were  performed  with  laboratory‐written  software 























number  of  chemical  species  distinguishable  from  noise.  The  rank  of  the matrix was 
analysed by means of singular value decomposition (SVD) [18]. The number of chemical 
components was estimated by inspecting the size of the singular values. It was assumed 
that  the singular values associated with  the chemical components are much  larger  than 






(S),  amoxicillin  (A)  and  clavulanic  acid  (C). Whether  or not  the  chemical data  is  rank 
deficient, working with augmented matrices improves the resolution. 
 
  The  iterative  optimisation  started with  the  evaluation  of  the unknown  species 
spectra using an initial estimation of the S data matrix:  
 
















applied  during  ALS  optimisation.  The  constraints  applied  at  this  stage  were:  (i) 
correspondence  between  common  species  in  different matrices,  (ii)  non‐negativity  for 






















            (3) 
 











and  the  lower matrix  corresponds  to  the  reference  standard,  whose  concentration  is 






















  The  first  step was  the  spectroscopic  characterisation  of  the  clavulanic  acid 
species with  different  pHs with  their  pKas  taken  into  account.  Figure  3  shows  the 
spectra  of  clavulanic  acid.  In  hydrochloric  acid  (pH=1)  and  in water  (pH=7.7), we 
obtained  the  spectrum  indicated  by  a  continuous  line,  and  in  sodium  hydroxide 
(pH=13)  we  obtained  the  spectrum  indicated  by  a  discontinuous  line.  These  are 
superimposed onto the two spectra of amoxicillin [6, 7]. We found that the acid species 





checked  that  the  absorbance was  linear with  concentrations  of  120  to  300 mg/l  for 
amoxicillin and concentrations of 20 to 50 mg/l for clavulanic acid. 
 

















Figure 3.‐ Spectra of acid  species of amoxicillin  (              ). Spectra of 
basic  species  of  amoxicillin  (            ).  Spectra  of  basic  species  of 
clavulanic acid (             ). Spectra of acid species of clavulanic acid (_____). 
 
  To  establish  an  analytical  sequence  for  sequentially  distinguishing  all  the 
species  of  amoxicillin  and  clavulanic  acid,  we  carried  out  studies  with  sodium 
hydroxide as the only reagent, modifying its concentration (0,05 ‐ 1 mol/l) and volume 
(10‐60 μl). In these conditions, we checked the chemical rank of the system. Table 1 (a) 
shows  the  singular  values  obtained  by  SVD  analysis  of  the  sample  matrix  and 
augmented matrices when sodium hydroxide was the only reagent. We found that the 
sample had only two principal components, which could indicate the presence of rank 
deficiency.  However,  when  we  applied  SVD  to  the  augmented  matrix,  we  also 
observed two principal components. We therefore concluded that we could not see all 











Table  1.‐  Rank  analysis  of  individual  matrices 


























  To widen  the  range  of  pHs, we  introduced  a  second  reagent  (hydrochloric 
acid).  An  analytical  sequence  was  therefore  established  in  which  first  sodium 
hydroxide was aspirated, then the sample and finally hydrochloric acid. These reached 
the detector in reverse order, as we can see in Figure 2. In a first step, we decomposed 
the principal components  to observe  the number of species  in  the system.  In Table 1 
(b), we can see that the number of principal components for the sample was three and 
we knew  that  the number of chemical species was  four. However, when we applied 
SVD  to  the  augmented matrix  the number of principal  components was  four. Rank 
deficiency is therefore solved by working with augmented matrices. 
 
  After  resolving  the  rank‐deficient  problem, we  experimentally  designed  the 





the experiment was a  factorial design of 24, as shown  in  the  first columns of Table 2. 
The  choice  of  the  domain  of  the  quantitative  factors was  evaluated  from  previous 
experiments  and  instrumental  limitations.  For  each  experiment,  the  sample  and  the 
standard  of  amoxicillin  and  clavulanic  acid  were  analysed.  This  produced  three 
matrices: matrix (A), obtained from analysing an amoxicillin concentration of 300mg/l; 




  The  criteria  for  selecting  the  optimal  analytical  sequence  were:  (a)  the 
appearance of  the concentration profiles and spectra of  the all species of  interest;  (b) 
the degree of similarity between the spectra obtained in the resolution process and the 
spectra of the pure species by means of the correlation of the two vectors; (c) lack of fit 
(lof), obtained as a measurement of  the performance of  the model; and  (d) a ratio of 






sequence  is  considered not  to be  suitable,  the other  results are not  shown. The next 




  Only  experiments  3,  4,  7,  13  and  15  gave  the  four  species  of  interest  after 
applying the resolution process. Of all these experiments we considered experiments 7 
and 15 because  the relationship between  the areas of both analytes was close  to one, 
which,  because  the  synthetic  mixture  and  the  reference  standard  are  at  the  same 
concentration,  is  the  expected value.  In  all  cases,  the  acid  species of  clavulanic  acid 










nº exp Flowa Volumeb [NaOH]c [HCl]c Profile Amox. A Amox. B Clavu. A Clavu. B lof Amox Clavu
1 0,5 17 0,25 0,25 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
2 1 17 0,25 0,25 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
3 0,5 50 0,25 0,25 + 0,9972 0,9943 0,8141 0,9775 8,32 0,89 1,87
4 1 50 0,25 0,25 + 0,9979 0,9961 0,8938 0,9191 8,77 1,06 1,8
5 0,5 17 0,5 0,25 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
6 1 17 0,5 0,25 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
7 0,5 50 0,5 0,25 + 0,9988 0,9993 0,9315 0,9963 7,2 0,93 1,17
8 1 50 0,5 0,25 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
9 0,5 17 0,25 0,5 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
10 1 17 0,25 0,5 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
11 0,5 50 0,25 0,5 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
12 1 50 0,25 0,5 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
13 0,5 17 0,5 0,5 + 0,9977 0,9949 0,9315 0,9825 7,95 0,98 1,68
14 1 17 0,5 0,5 ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐ ‐
15 0,5 50 0,5 0,5 + 0,9984 0,9987 0,8993 0,9974 9,9 1,02 1,03












twice.  The  parameters  used  to  establish  the  calibration model were  the  sum  of  the 

















































obtained  in  the  resolution  process  and  the  spectra  of  the  pure  species.  It  is  also 
measured by the lack of fit (lof) and the quantification error, which is measured by the 












interest  are  determined,  the  sample  does  not  need  pre‐treatment,  the  reagents  and 
instrumental system are easily acquired,  the  frequency of analysis  is high  ( a sample 
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  This paper discusses  the potential of using sequential  injection analysis  (SIA) 
for  generating  second‐order  data.  To  treat  these  data, we  used multivariate  curve 
resolution with  alternating  least  squares  (MCR‐ALS)  as  the  chemometric  tool.  This 





  We  describe  the  state  of  the  art  of  both  techniques  by  reviewing  the 
bibliography since 2004 and the necessary conditions for applying chemometric tools 
















  Since  Ruzicka  and Hansen  [1]  introduced  the  flow  systems  in  1975, many 
papers and reviews have used  this  technique, known as  flow  injection analysis  (FIA) 
[2‐8].  In  1990,  Prof.  Ruzicka  [9]  developed  the  second  generation  of  flow  systems, 
known as  sequential  injection analysis  (SIA),  in which  the  samples and  reagents are 
introduced sequentially and with a double flow direction. Table 1 lists the number of 





Focus R/Ta Num.ref.b Year ref
Food analysis (Wine) R 21 2004 [10]
Food analysis R 105 2005 [11]
Monolithic columns T 75 2003 [12]
Multicommutation based on solenoid valves R 51 2002 [13]
Operational parameters of SIA T 112 1998 [14]
Operational parameters of SIA R 301 2002 [15]
Pharmaceutical R 54 2003 [16]







the  sample via an  interdiffusion process. Depending on  the experimental conditions, 
after passing through the detector, the reagent will have interacted totally or partially 
with the analyte. If the reagent has interacted totally, the analyte (A) will be converted 









  This  characteristic,  together with  the versatility of  the  system  in  coupling  to 
different types of detectors, enables data of different dimensions to be obtained. This 




a  situation  in  which  the  chemical  reaction  has  been  completed  before  the  sample 
passes  through  the  detector.  Figures  1  (d)‐(f)  represent  a  situation  in  which  the 
chemical  reaction  is  still  taking place when  the  sample passes  through  the detector. 
There  are  three  types  of  detectors,  depending  on  their  ability  to  provide  data 
independently.  Some  detectors  provide  single  data  (e.g.,  the  photometer),  some 
provide  vector  data  (e.g.,  the  diode‐array  spectrophotometer  (DAD))  and  others 
provide  matrix  data  (e.g.,  the  excitation–emission  spectrofluorimeter).  The  signal 
obtained  is  that provided by  the detector over  time.  If  the sample contains  the same 
species, the only thing that changes over time is the concentration of the species due to 
the phenomenon of dispersion; the  information obtained at two different times  is the 




  The  study  of  chemical  systems using data  obtained  by  flow  techniques  and 


























































pump  aspirates  the  sample  and  the  reagents  via  a  valve  that  enables  the  desired 
reagent to be aspirated. In a second step, the syringe pump pushes the sample towards 
the detector  through channels  (in which  the sample and reagents mix by dispersion) 























  The advantages of SIA are  that  it can be easily automated and miniaturised, 
the cycles can be executed repeatedly, it is highly versatile because it can be adapted to 
suit  most  analytical  instruments,  the  frequency  of  analysis  can  be  high  and  the 




published  since  2004.  The  most  widely  studied  applications  have  been  in  the 



























































































































Food Chloride in milk Potentiometry Milk was sandwiched between two silver nitrate 
plugs (titrant)
[42]









































Pharmaceuticals Paracetamol UV‐VIS Based on the on‐line nitrosation with sodium 
nitrite in an acidic medium
[53]
Pharmaceuticals Prazosin hydrochloride Fluorescence  Develop of a fully automated flow system based 
on the coupling of the SIA technique
[54]
Pharmaceuticals Bismuth UV‐VIS Methylthymol blue was used as a color forming 
reagent
[55]

































  The aim of  second‐order data‐treatment  techniques  is  to decompose  the  raw 
matrix  into  the  product  of  two  matrices.  One  matrix  provides  information  about 
concentration profiles and the other provides information about the spectra profiles of 
all the components that provide  information of the system. If the data obtained from 
the configuration  in Figure 1  (e) are considered, a matrix  is obtained whose columns 





various species over  time, ST  is  the matrix of  the spectra of  the components, E  is  the 
matrix of the residuals, which provides information about the fit of the model, m and n 






















MCR‐ALS. Unlike  other  techniques, MCR‐ALS  is  highly  flexible when  defining  the 
type of data because it enables us to work with trilinear data when two modes are in 









Focus Objective Detection system Descripcion ref.


































































































been used. We  can  see  that both  the  analytes and  the  type of  signals used are very 
diverse and that the main fields of application are bioprocessing and the environment. 






of  the various species  that are sensitive  to  the detector and contained  in  the sample. 
Sometimes  this  information  allows  us  to  solve  the  problem  at  hand  (e.g.,  kinetics 
studies  [19,  20,  78]). However,  if  our main  objective  is  to  quantify,  it  allows  us  to 




• Quantitative. From  the  information  obtained  from  concentration profiles  (see 
Figure 3), MCR‐ALS enables us to rebuild the response of the analyte in the presence of 
other substances, so an analyte can be quantified in the presence of interferents, or to 





  Multivariate  curve  resolution with  alternating  least  squares  consists  of  two 
steps [85] (see Figure 4): 
 
  (i) First  estimations.  In  a  first  step, we  estimate  the number of  species of  the 
sample  that give a signal  (a). The chemometric  tool used  for  this process  is principal 
component  analysis  (PCA)  [86]. We  then  estimate  the  concentration  (C’)  or  spectral 























































matrix  must  be  available).  In  mathematical  terms,  the  rows  must  not  be  linear 
combinations of  each other. One way  to  check whether we have  a data matrix or  a 
vector is to calculate the determinant of the matrix, which must not be zero. 
 
• Another  important  factor  is  the bilinearity of  the system. Sometimes  the data 
distance  themselves  from  bilinearity,  so  the  pure matrix  of  each  analyte  cannot  be 
decomposed  into  the  product  of  two matrices—the matrix  of  concentration  profiles 
and the matrix of spectral profile — as in the following model:  
 























• The difficulty  in correctly determining  the number of analytes  in  the sample. 
This problem  is  intrinsic  to  all PCA decompositions—sometimes  it  is not  clear how 




• Rank  deficiency,  which  occurs  when  the  number  of  important  species 
considered is lower than the number of species in the sample. In most cases this is due 
to  the  fact  that  the  concentrations and  spectra profiles of  the  species are  similar. To 









To  make  it  easier  to  find  just  one  solution,  all  the  known  information  must  be 
introduced into the system (spectra, selective zone and augmented matrices [92]). 
 








  Since  sequential  injection  systems  were  first  introduced,  several  new 









  Combining  SIA  and  MCR‐ALS  can  be  used  to  determine  analytes  in  the 











  Chemometric  techniques  that  use  date  cubes  per  sample  are  in  their  early 
stages  of  development.  Although  techniques  such  as  PARAFAC  [62]  are  currently 
using cube data, which are obtained  from combinations of matrices, we can expect a 






  SIA  and MCR‐ALS  can  be  used  independently  to  resolve  various  analytical 
problems in fields such as bioprocessing, the environment and pharmaceuticals. 
 
  Combining  a  chemometric  tool  such  as MCR‐ALS  and  SIA  is  an  attractive 
technique  for  evaluating  the  composition  of  a  chemical  system  and determining  an 
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4. Optimisation of analytical sequence using































































In  the  first  paper,  entitled  “Optimisation  by  means  of  responses  surface  of  an 
analytical  sequence  using  a  sequential  injection  system”, we  studied  all  the  factors  and 
analysed how  they affect  to  the analytical  sequence. We also proposed  responses  to 
quantitatively  represent  a  good  resolution.  Once  these  factors  and  responses were 
proposed, we  used  a  Plackett‐Burman  design  to  conduct  factor  screening  and  then 
modelled  a  response  surface.  In  the  maximum  of  response  surface,  the  optimum 




































































  The  critical  step  is  to  design  an  analytical  sequence  that  provides  relevant 
information. This sequence depends on parameters related to the system, the chemical 
reaction and the chemometric treatment of the data. Also, from the multiple responses 
that quantify  the quality of  this analytical sequence, a single  response  is determined 
from the desirability function. 
 
  This  method  involves  a  factor  screening  step,  in  which  both  the  global 
desirability  function  and  the  individual  responses  are  considered  and  a  response 
surface modelling step, in which the most relevant factors are considered. 
 











  Currently  available  analytical  systems  generate  various  sizes  of  data:  zero‐
order data, when  the  signal  obtained  for  each  sample  is  a  single datum;  first‐order 
data, when a vector is generated; and second‐order data, when a matrix is generated. 
These  second‐order  data  are  very  interesting  because,  using  suitable  chemometric 
treatment  and  from  one  analysis, we  can  obtain  qualitative  information  about  the 
sample  or/and  quantitative  information  about  the  analytes  in  the  presence  of 
interferents [1]. 
 
  Several  instrumental  configurations  provide  second‐order  data  e.g. 




  If  we  use  sequential  injection  analysis  (SIA)  [6]  with  a  diode‐array 
spectrophotometric  detector  (DAD),  the  sample  and  reagent  zones  are  sequentially 
aspirated into a channel using a selection valve to subsequently reverse the flow and 




  In  previous  papers  [7,  8],  we  observed  that  the  critical  step  to  determine 
amoxicillin  in  pharmaceuticals  is  to  design  an  analytical  sequence  that  not  only 
provides  second‐order  data  (to  generate  an  evolving  system)  but  also,  in  the  final 
results of the process, we have to visualize all the analyte and the quantification error 









surface.  To  define  the  quality  of  the  analytical  sequence, we  need  to  have  several 
responses.  To  reduce  the  number  of  responses  to  only  one, we  use  the  desirability 
function. We use like a chemometric tool multivariate curve resolution with alternating 
least  squares  (MCR‐ALS)  [9]. Unlike other  chemometric  treatments,  such as  classical 








  We prepared amoxicillin and  sodium hydroxide  stock  standard  solutions by 
weighing  the required amount of  the respective compounds  (amoxicillin  from Sigma 











computer equipped with an HP‐IB  IEEE 488  interface  for communications; a Hellma 
178.711QS flow‐through cell. The spectra were recorded every 2 nm  in the 220 to 340 










  HP89531A  software was  used  to  record  and  store  the  spectra.  Customized 
software was  used  to  control  the  SIA.  All  calculations  relating  to MCR‐ALS were 
performed  with  laboratory‐written  software  under  a  MATLAB  5.3  computer 
environment [11]. This software is available from the authors [12]. The adjustment and 





  The  acid‐base  properties  of  amoxicillin  (pKa:  2.4,  7.4,  9.01,  10.29)  and  its 
spectral  characteristics  enable us  to generate  an  evolving  system  that  leads  to  a pH 
gradient between the pH of the aqueous solution of amoxicillin (pH=4.5) and basic pH. 
The spectra of amoxicillin  in  its acid (amoxac) and basic (amoxbas) forms are shown  in 
Figure  1b.  The  spectrum  indicated  by  a  dashed  line  (called  the  acid  species  of 
amoxicillin (amoxac)) was obtained by measuring the amoxicillin in hydrochloric acid 
(pH=1),  in  water  (pH=4.5)  and  in  a  buffer  of  NaH2PO4/Na2HPO4  (pH=7.5).  The 
spectrum  indicated  by  a  continuous  line  (called  the  basic  species  of  amoxicillin 
(amoxbas))  was  obtained  by  measuring  the  amoxicillin  in  a  buffer  of  NH3/NH4Cl 
(pH=10.1) and in sodium hydroxide (pH=13). The proposed chemical system is: 
 
Amoxac + NaOH Amoxac Amoxbas
∆t
1 2  
  This  system  includes  a  dynamic  part  (step  1),  which  corresponds  to  the 














  The  aim goal of MCR‐ALS  is  to decompose  the  raw matrix, whose  columns 
represent  the  wavelengths  and  whose  rows  represent  the  times  at  which  the 
measurements were  taken,  into  the  product  of  two matrices;  one matrix will  give 
information  about  concentration profiles  and  the other matrix will give  information 
about the spectra profiles of every component. The final results of applying MCR‐ALS 
are  shown  in  Figure  1.  The  chemometric  tool  used  for  this  process  is:  principal 
component  analysis  (PCA)  [14]  to  fix  the  number  of  species  and  simple‐to‐use 





































































  To  find  an  optimal  analytical  sequence,  we  must  select  a  response,  or 










              (1) 
 
where d is the distance between the maxima of the peaks of the concentration profiles 

























            (2) 














            (3) 
 
  From  the  areas  obtained  in  the  resolution process with  augmented matrices 
(samples + reference standard), we get the relative area rexp: 
 
    rexp = as / arst               (4) 
 










is  suitable.  The  overall  desirability  function,  D,  is  defined  as  the  geometric mean, 
weighted  or  otherwise,  of  the  individual  desirability  functions.  The  weight  of  the 
individual  functions  reflects  the  importance  of  each  response.  The  expression  that 
defines the overall desirability function is: 
 





1=            (6) 
 
where  pi  is  the weight  of  the  response,  i  is  the  number  of  responses  and  di  is  the 
individual desirability function of each response obtained from the transformation of 












sodium  hydroxide  and  amoxicillin,  (b)  the  volume  of  sodium  hydroxide  and 
amoxicillin,  which must  be  enough  to  produce  the  reaction  and  generate  the  pH 

















number of  factors affect  the  response. The most common screening designs are  two‐
level  fractional  saturated  designs  and  Plackett‐Burman  design.  The  effects  of  the 














Flow e 0.5 2.5















  The  second‐order  polynomial  model  is  usually  suitable  for  estimating  the 
experimental response and  finding  the optimal point. One of  the designs  that can be 



















response  is  assigned  the  value  of  di=0.  The  individual  desirability  values  for 
experimental  values  between  these  limits  are  linear  between  0  and  1.  Overall 
desirability  function  was  obtained  from  equation  (6).  We  considered  that  all  the 




chart, which shows  the most  important  factors. Figure 2 shows  the Pareto chart with 
the  overall desirability  function. We  can  see  that  the  only  important  factor was  the 
volume of the sample with a p‐value of 10%. The next two factors (volume of NaOH 
and  flow)  had  p‐values  of  30%.  However,  when  we  studied  the  experimental 
responses  individually, we  found  that  the p‐values of  these  two  factors were around 
10%. For  the volume of NaOH,  the responses were the  lack of fit and  the correlation 


























Exp. Num. Lof a Quan. E.b Rsc Cor. Acidd Cor. Basic  e
1 2.4 0.6 0.13 0.998 0.991
2 3.7 0.3 0.15 0.967 0.988
3 5.6 31.3 0.13 0.700 0.979
4 2.9 31.6 0.07 0.996 0.849
5 8.2 3.2 0.20 0.975 0.991
6 4.6 36.8 0.04 0.942 0.441
7 16.2 15.0 0.28 0.983 0.946
8 13.7 24.0 0.26 0.984 0.931
9 9.2 1.0 0.29 0.919 0.989
10 3.7 0.4 0.26 0.991 0.975
11 7.5 40.0 0.08 0.656 0.966








e  correlation  between  the  spectra  of  basic  species  obtained  in  the  resolution 
process and the spectra of the pure basic species 
 














































































Figure  3.‐  Results  obtained  after  applying  MCR‐ALS  (a)  a  bad  resolution  and  (b)  a  good 
resolution. 
 
  With  the  chosen  factors  we  carried  out  an  experiment  corresponding  to  a 
central  composite design 23, with  four  replications  in  the  central point and with  the 
points concentrated on the faces with an axial distance of one. See Table 3, where the 
first column is the number of experiments, the next three columns corresponds to the 
previously  selected  factors  (flow,  volume  of  sodium  hydroxide  and  volume  of 




  After  obtaining  the  results,  we  transformed  the  responses  into  individual 
desirability. The conditions  for obtaining  these values are given  in Table 4. The  first 
column  indicates  whether  we  wished  to  maximise  or  to  minimise  each  of  the 
responses.  The  next  two  columns  show  the  experimental  maximum  or  minimum 
values of  the  responses. The next  two columns show  the upper and  lower  limits we 
chose  to  apply  the  desirability  function.  These  limits  are more  restrictive  than  the 
experimental ones because  the aim  is not  to show  the  influence of  the  factors but  to 










Exp. num. Flow V. NaOH V. amox  Lof Quan. E. Cor. Basic Cor. Acid Rs
1 0,5 8 0,13 14,2 1,53 0,98 0,27 0,07
2 2,5 8 0,13 10,7 1,82 0,95 0,34 0,23
3 0,5 42 0,13 16,6 0,40 0,98 0,97 0,26
4 2,5 42 0,13 5,9 1,23 0,98 0,98 0,32
5 0,5 8 0,22 19,3 1,70 0,97 0,77 0,32
6 2,5 8 0,22 11,3 2,00 0,98 0,81 0,29
7 0,5 42 0,22 14,3 2,43 0,98 0,96 0,30
8 2,5 42 0,22 5,2 1,01 0,98 0,97 0,22
9 1,5 25 0,22 8,5 1,97 0,98 0,92 0,17
10 1,5 25 0,13 10,3 13,17 0,99 0,95 0,26
11 1,5 42 0,18 7,9 7,70 0,99 0,97 0,23
12 0,5 25 0,18 18,3 1,87 0,98 0,94 0,34
13 1,5 8 0,18 18,1 8,98 0,99 0,75 0,32
14 2,5 25 0,18 7,7 1,41 0,98 0,95 0,25
15 1,5 25 0,18 9,1 0,60 0,99 0,94 0,22
16 1,5 25 0,18 8,9 0,61 0,98 0,93 0,25
17 1,5 25 0,18 9,1 0,61 0,98 0,93 0,22






Cor. Acid Max. 0.950 0.992 0.970 0.990
Cor. Basic Max. 0.270 0.980 0.970 0.990
Lof Min. 5.200 19.280 6.000 14.000
E. quant Min. 0.018 13.170 4.000 10.000
Rs Max. 0.070 0.340 0.240 0.290
Response range a Transformation range b






  After  setting  these  limits, we  calculated  the  overall  desirability  function  for 
each  experiment. We adjusted  these desirability  functions  to a  response  surface  that 















  As  the maximum of  this response surface represents  the highest value of  the 
overall desirability  function, we have  the optimum  conditions. These high values of 
overall  desirability  function  are  achieved  for  high  values  of  flow  and  volume  of 

























  Two  important  steps  are:  (i)  to  choose  the  correct  responses  that  reflect  the 



































































































  In  this  study,  we  report  a method  for  finding  an  analytical  sequence  that 
allows  to  simultaneously  determine  two  analytes  with  very  similar  physical  and 
chemical  characteristics,  such  as  amoxicillin  and  clavulanic  acid,  using  sequential 
injection  analysis  (SIA)  with  a  diode‐array  spectrophotometric  detector  and 
multivariate curve resolution with alternating least squares (MCR‐ALS). 
 
  This method  comprises  two  stages.  In  the  first  stage,  a  fractional  factorial 
design  (26‐2)  is  carried  out  in  order  to  address  the  responses,  reduce  later 
experimentation  and  study  how  the  factors,  though  confounded,  interact with  each 
other. In the second stage, optimisation is carried out using the simplex algorithm. 
 
















just consider one  response and one can use  the “one  factor‐at‐a‐time strategy”. With 
this strategy, one variable is changed while the others are held constant. When the best 
response  is found, this value  is held constant and another variable  is studied, and so 
on. This strategy  is  time consuming and depends on  the  starting conditions and  the 
number of factors to optimise. 
 
Another  type  of  experimentation  is  to  use  experimental  design  [1]. 
Experimental design for optimisation can involve (i) designing an experiment to model 
the response in an experimental domain to obtain a response surface [2] or (ii) finding 
the optimum  conditions without having  to model  the  experimental domain using  a 
sequential technique such as simplex [3]. Previously, if the number of factors is high, a 
screening  design  [4]  is  recommended  and  if  the  number  of  responses  is  high,  a 
desirability  function  is  recommended  because  the  information  contained  by  each 
response can be transformed into one response. 
 
If  factor  screening  were  carried  out,  twice  as much  information  would  be 








an  analytical  system  for  obtaining  second‐order  data  that  can  be  chemometrically 
treated to obtain information about the concentration and spectra profiles of all species 











  The aim of  this study  is  to apply an optimisation method  for simultaneously 
determining  clavulanic  acid  and  amoxicillin  in  pharmaceuticals. These  species  have 
similar  chemical  properties  and  spectra. Our method  involves  factor  screening.  To 
design  the  screening,  we  used  fraction  factorial  designs  because  these  provide 
information about the main effects with few experiments as well as information about 
interactions. With  a  suitable  selection  of  the  generators  of  the  design,  all  the main 
effects  are  confounded  with  higher  order  interactions.  We  then  optimised  the 









acid  stock  standard  solutions  by  weighing  the  required  amount  of  the  respective 
compounds  (amoxicillin  from  Sigma  and  sodium  hydroxide  and  hydrochloric  acid 
37% from Prolabo) and dissolved them in purified water (from a Milli‐Q water system 
from Millipore). Clavulanic acid was supplied by Laboratorio Reig Jofré S.A. Clavucid 












  The  sequential  injection  analyzer  (see  Figure  1)  comprised:  CAVRO  XL  3000 
stepper motor‐driven syringe pump connected  to  the PC with an RS‐232  interface; a 6‐
position Eurosas EPS  1306 BPB  automatic valve  connected  to  the  computer  through  a 
PCL‐711S PC‐Lab‐Card; Omnifit PTFE tubing reaction coil: 70cm x 0.8mm; holding coil: 
200cm x 0.8mm; an HP8452A diode‐array spectrophotometer controlled by an HP Vectra 























hydroxide,  sample  and  hydrochloric  acid  are  aspirated  towards  the  syringe.  The 
factors  that  influence  the registered signal are  the volumes and concentrations of  the 
various  reagents  and  the  volume  of  the  sample.  The  reagent  and  sample  are  then 
pushed  towards  the  detector  through  the  reactor  coil. During  these  operations,  the 




One  factor  that may  influence  the  signal  in  this  step  is  the  flow. When  the  sample 











in which  different  constraints  can  be  applied  during  the ALS  optimisation  [14].  To 
delete rank‐deficiency, we worked with augmented matrices [10]. 
 
All  MCR‐ALS  calculations  were  performed  with  laboratory‐written  software 






ALS was  applied. We  obtained  one matrix  of  concentration  profiles,  one matrix  of 
spectra profiles and a residual matrix containing the signals not contemplated by the 
model.  For  the  concentration  matrix,  the  response  considered  for  optimizing  the 
analytical sequence was  the distance between  the peaks of  two species, since greater 
selectivity  (greater  distance)  leads  to  better  results  in  the  resolution  process.  This 
distance was calculated  from  the difference between  the  times at which  the peaks of 
the  two  species  were  maximal.  The  quantification  error  was  measured  from  the 


















































  Each  experimental  response  was  transformed  into  desirability  values,  in 
accordance with the scheme in Figure 3. Figure 3a illustrates the situation in which the 
optimal  responses  have  a  high  experimental  response  and  Figure  3b  illustrates  the 
situation in which the optimal responses have a  low experimental response. For each 
experimental response, we must determine which values correspond to di=0 and di=1 
in  the  individual desirability  function. Values between 0 and 1 are obtained using a 
continuous  function  of  the  measured  response.  Once  the  individual  desirability 
function  has  been  established,  the  next  step  is  to  calculate  the  overall  desirability 
function, D.  This  is  defined  as  the  geometric mean, weighted  or  otherwise,  of  the 
individual desirability functions: 
 





1=            (1) 
 














































Factors Code Low High










Flowe C 0,5 4











































individual  response depended on  the  response  considered. Table 3  is a  summary of 
these  results.  The  first  column  shows  the  responses  affected  by  some  factor.  The 









concentration of  sodium hydroxide. The  concentration of hydrochloric  acid  in  some 
interactions  was  also  important,  though  this  was  confounded  with  two‐factor 
interaction. We  studied whether  some  two‐factor  interactions  could be  considered  a 
priori  not  to  have  chemical  significance  but  we  were  not  able  to  confirm  this 






Responses Importants factors Sign
e
Lof a V. sample +
d(aa‐ab)b Flow ‐

















the  step  size  are  shown  in  Table  4.  In  accordance with  the  sign  of  the  factor,  the 
experimental  values  of  the  flow  and  volume  of  sodium  hydroxide were  set  at  low 

















First vertex Step sizeFactors
 
 
The  effect  of  the  concentration  of  hydrochloric  acid  has  not  been 
unambiguously determined. However, we decided to begin with a low concentration 













Table 6 shows  the evolution of simplex. Note  that, as expected,  in  the  initial 
simplex  all  vertices  except  number  4  provided  high  overall desirability  values. The 
value  for  vertex  number  4  is  explained  from  the  definition  of  desirability  function 
itself,  since  just one  individual desirability value below  the  limits, however  slightly, 
leads  to values  of  zero  in  the  overall desirability  function.  Simplex  stops when  one 
value (in our case, experiment 6) is maintained k+1 times in the geometric figure after 
it has been  checked  that  this value  is not  an outlier. To  check  that  this  core was an 








Responses did Exp. valuee Exp. valuee
Spectra correlationa 0 0,950 1 0,990
Distance peakb 0 2,000 1 5,000
Lof 1 5,000 0 12,000
Quant. Errorc 1 4,000 0 20,000
did
 







The best  results were  for experiments 6 and 8. Both conditions provided  the 
same  overall  desirability  value  but  we  can  select  one  of  these  by  studying  the 
individual desirability values. Table 7 shows these values. We can see that experiment 
6  provided  good  results  for  the  quantification  responses  and  that  experiment  8 








Exp. Num. [HCl] Flow [NaOH] V NaOH V sample Dglobal
1 0,10 1,0 1,00 0,030 0,200 0,936
2 0,38 1,1 1,07 0,036 0,203 0,945
3 0,17 1,4 1,07 0,036 0,203 0,935
4 0,17 1,1 1,28 0,036 0,203 0,000
5 0,17 1,1 1,07 0,048 0,203 0,835
6 0,17 1,1 1,07 0,036 0,215 0,979
7 0,23 1,2 0,83 0,040 0,206 0,938
8 0,25 1,2 0,95 0,025 0,208 0,979
9 0,28 0,8 0,90 0,032 0,210 0,945
10 0,42 1,2 0,93 0,035 0,216 0,832



















Using  a  fractional  factorial  design  and  a  simplex  algorithm  for  sequential 
injection analysis linked to multivariate curve resolution with alternating least squares 
is an attractive chemometric tool for finding an optimal analytical sequence with which 




  Moreover, by using a  fractional  factorial design  in  the  factor‐screening  stage 
we can address the factors to reduce the number of experiments in the simplex. Also, 
unlike  with  a  Plackett‐Burman  design,  we  can  obtain  information  about  the 
interactions even if they are confounded. 
 















































































































In general, we conclude  that a combined  sequential  injection analysis with a 
multivariate  detector  (i.e.  diode  array  spectrophotometer)  and  multivariate  curve 
resolution  with  alternating  least  squares  can  be  used  for  both  qualitative  and 
quantitative  analyses  since,  it  provides  concentration  and  spectra  profiles  for  the 
different  species  of  the  sample. To make  this possible,  an  evolving  system must  be 
generated  in  the  SIA  reactor  so  that,  when  absorbance  is  measured  at  different 















data. Given  the acid‐base nature of  the analytes,  this evolving system  is achieved by 
generating a pH gradient. We conclude that when we wanted to determine amoxicillin 
with  only  one  reagent  (sodium  hydroxide),  we  can  achieve  a  suitable  analytical 
sequence. To determine amoxicillin and clavulanic acid simultaneously, however, we 







b) We  study multivariate  curve  resolution with  alternating  least  squares  (MCR‐ALS) 
and the techniques involved in the resolution process e.g. principal analysis components (PCA), 
simple‐to‐use  interactive  self‐modelling  mixture  analysis  SIMPLISMA  or  evolving  factor 
analysis (EFA), and alternating least squares (ALS) and its constraints. 
 




negativity  for  concentration  profiles  and  spectra;  and  (iii)  unimodality  for 
concentration  profiles. Also,  imposing  non‐trilinearity  at  the  resolution  stage  led  to 
better values of lack of fit (lof). 
 





absence of  interferents. When  interferents were not observed,  the determination was 
carried  out using univariate  calibration  because  the  risk  of  a  systematic  error being 





the  cases  in which  interferents were observed. To do  so  correctly,  in  the  calibration 
step we worked with augmented matrices made up of the matrix of the sample and the 
matrix  of  a  reference  standard.  The  most  suitable  concentration  of  the  reference 







In  section  3.4,  amoxicillin  and  clavulanic  acid  were  determined 
simultaneously. To do  so, we  re‐designed  the  analytical  sequence  in  function of  the 
physical‐chemical  characteristics  of  the  analytes  (acid‐base  properties  and  spectral 
responses) and concluded that the various species could be analysed simultaneously. 
To determine clavulanic acid, we only took  into account  the area of  the basic species 
since  our  results would  be  less  reproducible  if we  also  took  into  account  the  acid 
species. 
 
We concluded  that  the critical step  in  these methodologies was  to design an 
analytical sequence with which to obtain the species in the reactor coil sequentially. 
 
3.  Apply methods  based  on  concepts  of  experimental  design  to  find  the  optimal  analytical 
sequence by considering multiples responses. 
 
In  sections  4.2  and  4.3, we  studied  several  strategies  based  on  experimental 
design in order to find the optimal analytical sequence. We concluded that, when the 
responses that measure the quality of the experiments are multiple, a good strategy is 
to  transform these responses  into  individual desirability  functions  in order  to weight 
them and obtain a single response called the overall desirability function.  
 
In  a  first  experimental  step, when  the number  of  theoretical  factors  is  high, 
using a screening design often enables us not only to reduce later experimentation but 
also  to obtain  information about  the direction of  the best  response  for  the  important 
factors. 
 
Also, when  the number of  important  factors  is  low, a quick and easy way  to 
obtain  an  optimal  analytical  sequence  is  to use  response  surface methodology. This 
provides not only an optimum but also an equation for the response in function of the 















for  determining  amoxicillin  and  clavulanic  acid  in  pharmaceuticals.  The  work 
presented here points to several areas that still need to be studied in greater detail. One 














as  third‐generation  ones  e.g. micro‐sequential  injection  analysis  using  lab‐on‐valve 











  This  methodology  should  be  used  to  study  antigen‐antibody  reaction  and 



















































































ALS        Alternating Least Squares 
 
BI        Bead Injection 
 
DAD        Diode Array Detector 
 
DOE        Design of Experiments 
 
EFA        Evolving Factor Analysis 
 
FIA        Flow Injection Analysis 
 
LOF        Lack of Fit 
 
MCR        Multivariate Curve Resolution 
 
PCA        Principal Component Analysis 
 







SVD        Singular Value Decomposition 
 
UV‐Vis       Ultraviolet Visible 
 
µSIA‐LOV      micro‐Sequential Injection Analysis using Lab‐on‐
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